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論文内容要旨
 現在,血中thyroxine(T4)の測定法としては,competitiveprotein-binding
 anaiysis(GPBA)法が広く用いられている。最近,T4のradioi㎜unoassay(RIA)
 について2,3の報告がなされたが,著者も新らしい方法によりT4に対して特異的な抗体の作成
 に成功し,この抗体を用いたT4のRIAについて検討し,臨床的に使用できることを確認した。
実験方法
 i)抗原の作成。T4のmethylesterhydrochloride(T4-MEH)を作り,次にbovine
 serumalbumin(BSA)を1-ethyl-3一(3一一dimethylaminopropyl)carbodi-
 imidehydroch1・ride(EDG)によりT4-MEHと結合させて,T4-MEH-BSAc・項plex
 を作成した。ii)免疫方法。T4-MEH-BSAcomplexを滅菌生理食塩水に溶いて,等量の
 Freundのcompleteadjuvant(Difco)と混じ家兎のtoe-padsに注射し・その後1
 ケ月毎に追加免疫して,注射後1週間目に耳静豚より採血した。1ii)T4-free血清は,Amber-
 liteIRA-400(Mallinckrodt社製)に正常人の血清及び同量のbarbitalbuffer
 (0.05M,pH8.6)を混じて作成した。1V)血清丁4の抽出。0.1認の被検血清,又は同量の
 T4-free血清に標準丁4を加えたものに,2.0磁のethano1を加え,振盪後窒素ガスを吹きこ
 み乾涸して血清丁4を抽出した。V)T4のradioi㎜unoassay。0.1諺の血清からT4を抽出
 して・0・5%にBSAを含むbarbitalbuffer(0・05M,pH8.6)の0,8薦に溶いたもの,
 又は0.7諺のbarbitalbufferと標準丁4をbarbitalbufferに溶いたもの0.1磁に
 500倍稀釈の折丁4家兎血清,及び50pg/0.1磁に稀釈した1251-T4(Mallinckrodt社製,
 塊放射能200～300μGi/μg)の0、1磁をそれぞれ加えて混合し,4℃で18時間incubate
 した後に,0.2雇のdextran-coatedcharcoa1〔charcoal(タケダ,白鷺)5.09と
 dextran(分子量70,000)0.59を200磁の水に懸濁したもの〕を加えて,5分間振盪し,
 1時間室温に放置した後に,5℃,3,000回転で15分間遠沈した。decantationで分離し
 た上清及び沈澱物のそれぞれについて放射能をwell-typeのscintillationcounter
 (A1・ka・Japan)で。・untして・それぞれの値をB及びFとし次式より%B及び%Fを求め
BF
 た。%B=x100・%F論x100。Vi)T4の直接測定法。正常血清に標
 B十 B十F
 準丁4を加えて抽出せずにRIAを行った。又,T4とthyroxine-binding910bulin
 (TBG)の結合阻害剤である8-anilino-1-naphthalene-sulfonicacid(ANS)
 を血清100諺あたり10,50及び100叩加えて,直接にRIAを行った。
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 測・定結果の'・検討
㌧
 LT4-MEH-BSAcomplexで免疫した家兎血清において・免疫開始3ケ月後から抗体価
 の上昇傾向がみられた。最終的に使用した抗血清の抗体価は高く,1:3,000で充分使用可能で
 あった。2.抗丁4家兎血清に対する種々のT4誘導体の交叉反応について検討するために,
 relativeactivityすなわち伽1-T4との%Bが50%のときの,之一丁4の量を分子とし,
 同じ場合に要するT4誘導体の量を分母として両者の比率をみたところ,五一triioαothyronine
 (君一丁5)に対するrelativeactivityは0・29%に過ぎず・その他のT4誘導体に対しても
 極めて低い交叉反応を示したにすぎなかった。この結果から,T4測定に対するT4誘導体の影響
 は無視できると考えられた。3.T4標準曲線の作成。免疫18ケ月後の500倍稀釈の家兎血清
 を用いてethan・1抽出法で得たT4の標準曲線は良好であった。ethanoエによる抽出率は85
 ±4%であった。4.T4の直接測定法。正常血清に標準丁4を刀口えて,抽出操作なしに直接に
 RIAを行マたところ,B/B+Fは高値でかつ標準曲線は平担であり,血清を抽出せずにそあまま
 RIAに用いることは不適当であることが認められた。そこで,ANSを加えてT4のRIAを行っ
 たところ,10塑/d1のANSを正常血清に加えたときには,標準曲線は平担であり,50叩/d1
 のANSを加えた場合でもT4の測定に使用し得るほどの標準曲線は得られなかった。しかし,
 100叩/d1のANSを加えたときには,ethano1抽出法で求めた標準曲線とほぼ一致した。し
 たがって末抽出の血清においても,100彫d1のANSを加えることによって,T4のRIAが可能
 であることを確認した。5.回収率の検討。RIAによって測定したT4が6.2μg/d1であった正常
 血清に,5,10及び20μg滝1の濃度に標準丁4を加えて,直接法によってRIAを行ったところ,
 回収率は94から113%であり,再現性も良好であった。6抽出法及び直接法によるRIAとGPBA
 法としてTetrasorb-125とによって求めたT4値との関係は,正常者においては,抽出法及び直
 接法によって求めたT4の平均値は,それぞれ9.7±3.3μ⑳1及び11.1±2.09μg/dlであり,
 Tetrasorb-125によって求めたT4の平均値は,11.1±2.1μg宿1であり,直接法によるT4値と
 Tetrasorb-125によるT4値では殆んどその差が認められなかった。又,甲状腺機能亢進症
 の患者では,前2者によるT4の平均値は,それぞれ17.8±2.9μ蜘1及び19.1±3.3μg宛1であり,
 後者によるT4の平均値は17・9±2・4μg適1であった。したがって・直接法によるT4の値がTetra-
 sorb-125によるT4値より高い傾向を示した。又,甲状腺機能低下症の患者においては,前2
 者によるT4の平均値は,それぞれ0.6±026μg/d1及び0、68±0.65μg淘1であり,後者によるT4
 の平均値はL9±0.66μg焔1であった。したがって,直接法によるT4値の方がTetrasorb-125
 によるT4値よりも低い傾向にあった。これらの結果より,RIAとGPBA法とによって求めたT4
 値の間には正の相関が確認された。
 以上,著者は新らしい方法によるT4のRIAについて検討を試み,本法においては,被検血清
 が0.1薦の少量で測定が可能であり,又多数の検体におけるT4値を迅速かつ簡単に,しかも正確
 に測定できることを確かめた。これらのことより本法は,臨床的に広く用いられるものと思われる。
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 審査結果の要旨
 甲状腺ホルモンの測定は,従来は直接測定する方法が無かったため,間接的に蛋白結合ヨード
 (protein-boundiodine,PBI)を測定することによってなされていた。従って,直
 接測定法の開発の必要性が城前から認識され,努力が払われてきたが,完全な方法はまだ完成を
 見るに到らなかったる
 著者はそこで,ThyroxinのRadiot㎜ロnoassay法を検討し,この問題を解決しようと
 した。Thyroxinのような低分子物質は,抗体を作り難いが,これを蛋白と結合することによ
 って抗原性を高めることができる。既にsteroidhormoほeなどで応用され,成功を見ている
 ので,Thyroxinでも同じように成功すると考え,実験し,予想通り測定法に成功したもので
 ある。
 著者は先づThyroxinのメチルエステルを作り,これを牛アルブミンと縮合させ,家兎を免
 疫して抗体を作った。この抗体はThyroxineとよく反応し,Triiodothyronineとは殆
 んど交叉反応を示さないことを確かめた後,ヒト血清中のThyroxineの測定に応用し,その
 有用性を確認した。
 この研究によって甲状腺ホルモンの測定が容易となり,正確となり,研究がやり易くなった。
 またこの研究は,この種の趨勢にさきがけたものであって,他の研究者にも高く評価されている
 ものである。よって本論文は充分学位に値するものと考えられる。
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